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Recenzja rozprawy doktorskiej
p.t. ,,Micele jako nanosensory fluorymetryczne

pani mgr Katarzyny Klucinskiej

Pani mgr Katarzyna Klucinska przedstawita do oceny prace doktorskg p.t. ,,Micele
Jako ‘nanosensory fluorymetryczne”, wykonana w Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii
Analitycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, pod kierunkiem pani prof. dr
hab. Agaty Michalskiej - Maksymiuk. Tematyka rozprawy dotyczy wytwarzania i badania
mechanizmu  dzialania roéznego rodzaju sensoréw o wielkosci nanometrycznej,
przeznaczonych do fluorymetrycznego oznaczania jonéw potasowych, wapniowych lub
wodorowych, a takze do oznaczania zawartosci wody w rozpuszczalnikach aprotycznych.
Zakres pracy jest bardzo szeroki i obejmuje opracowanie metod otrzymywania i
analitycznego zastosowania nanoczgstek o bardzo réznej budowie, zaréwno polimerowych
Jak 1 matoczasteczkowych, charakteryzujgcych sie réznymi mechanizmami dziatania.

Dysertacja liczy 168 stron, w tym okoto 70 stron zajmuje przeglad literatury, ktérego
objetos¢ do pewnego stopnia usprawiedliwiona jest szerokim zakresem przeprowadzonych
badan. Pierwszy rozdzial cz¢sci literaturowej, zatytutowany ,,Kolorymetria i fluorymetria z
ekstrakcja” napisany jest troch¢ chaotycznie i w moim odczuciu obejmuje zbyt wiele
zagadnien. Zamiast podzieli¢ go na kilka podrozdziatéw, co uporzgdkowaloby zawarte w nim
informacje, Autorka umiescita w nim tylko jeden podrozdziat (1.1). Uwaga ta jednak nie
kwestionuje wartosci merytorycznej catosci przegladu literaturowego zamieszczonego w
dysertacji, ktéry $wiadczy o duzej wiedzy Doktorantki na temat wytwarzania i zastosowania
sensoréw optycznych.

Nastgpna czgs$¢ pracy poswigcona jest krotkiemu przedstawieniu stosowanych przez
Autorke metod pomiarowych, poza oméwionymi juz  wczeéniej metodami

spektrofotometrycznymi. Byly to elektronowa mikroskopia skaningowa i transmisyjna,



metoda dynamicznego rozpraszania $wiatla oraz pomiary potencjalu Zeta. W kolejnym
rozdziale Doktorantka podata spis uzywanej aparatury, odczynnikow, a takze opis wszystkich
procedur eksperymentalnych. Szkoda, ze Autorka nie zamiescita zestawienia stosowanych
(bardzo licznych) skrétéw, co znacznie ulatwiloby lekture pracy. Czysto redakcyjne
zastrzezenie, dotyczgce calej pracy, budzi dos¢ nietypowe stosowanie przez Autorke facznika
,,Jub” zamiast ,,i” w podpisach pod rysunkami w sytuacji, gdy pokazywane sa dwa lub wigcej
wykresow na jednym rysunku. To samo dotyczy naglowkow tabel, opisujacych przedstawiane
w nich rézne dane.

W omawianej dysertacji mozna znalezé pewne niescistosci nomenklaturowe.
Prawidlowa nazwa stosowanego w badaniach polimeru przewodzacego brzmi poli(3-
oktylotiofen-2,5-diyl), a nie poli(3-oktylotiofen-2,5-dyl). Powinno by¢ napisane jony
amoniowe, a nie amonowe (str. 38), kwas cyjanowalerianowy, a nie cjanowalerianowy (str
78), oranz akrydyny, a nie akrynidyny (podpis pod rys. 28, str. 44). Na tym samym rysunku
znajduje si¢ tez btad w strukturze zwigzku, w ktérej brakuje atomow azotu w dwdch grupach
‘aminowych. Usprawiedliwieniem dla Doktorantki jest fakt, ze jest to powielenie pomytki
autorébw cytowanej przez Nig pracy [69] i zamieszczony schemat zostal wklejony do
dysertacji bez zmian w stosunku do oryginalu. Nalezaloby tez sprostowa¢ podpis pod
rysunkiem 12, gdyz nie wszystkie przedstawione na nim wzory s3 formami tautometrycznymi
4-metyloumberliferonu. Wzdr oznaczony jako A pokazuje jego forme¢ anionowa.

Doktorantka przedstawiajac wzory strukturalne zwigzkéw chemicznych, o ktorych
pisze, z reguly podaje jako odnosnik literaturowy strong internetowego katalogu Aldricha.
Uwazam, ze jest to niewlasciwe. W dodatku, w przypadku Rys. 51, podpisanego ,,Wzor
strukturalny poliamidu”, mozna by sadzi¢, ze struktura przedstawionego na nim zwigzku
odpowiada ogolnej strukturze poliamidéw. Tymczasem jest to tylko szczegdlny przypadek
zwigzku nalezacego do roéznorodnej grupy polimeréw zawierajgcych ugrupowania amidowe
w tancuchu gtéwnym.

Tak jak wspomniano powyzej, zakres dysertacji jest bardzo szeroki i obejmuje szereg
réznorodnych zagadnien. W zwigzku z tym Autorka omoéwila otrzymane wyniki badan w
kilku odrebnych rozdziatach.

Pierwszy z nich poswigcony jest systematycznej charakterystyce miceli otrzymanych z
modelowego surfaktanta anionowego (chlorku cetylotrimetyloamoniowego), surfaktanta
kationowego (dodecylosiarczanu sodu), polimeru o nazwie handlowej Pluronic F — 127,
bedacego polieterem o budowie blokowej oraz polimeru naprzemiennego - poli(bezwonika

maleinowego—alt-1-oktadekenowego) (PMAO). Przeprowadzone prace obejmowaly



okreslenie stabilnosci wytworzonych nanoczgstek w Srodowisku o réznym pH, oraz zbadanie
odpowiedzi optycznej w obecnosci takich fluoroforow jak czerwien Nilu lub piren, a takze po
wprowadzeniu do miceli modelowego receptora — 1-(2-pirydylazo)-2-naftolu (PAN). Dla
uktadow zawierajacych czasteczki PAN zbadano wplyw stezenia jondéw cynku oraz niklu
obecnych w analicie na posta¢ widm absorpcyjnych zawiesin. W wyniku tworzenia barwnych
komplekséw z jonami metali obserwowano pojawienie si¢ nowych pasm absorpcyjnych z
jednoczesnym zanikiem pasma zwigzanego z samg czasteczka PAN. W omawianym rozdziale
mozna znalezé bardzo wnikliwa dyskusje otrzymanych rezultatéw, prowadzaca do wnioskow
pozwalajacych na wybor jednego z badanych ukladéw do dalszych prac nad sensorami
optycznymi. Do pelnej charakterystyki poréwnawczej nanoczastek, wytworzonych z réznych
zwigzkow, zaréwno polimerowych jak i matoczasteczkowych, zabrakto mi jedynie podania
ich rozmiaréw.

Informacje dotyczace rozmiaréw miceli PMAO mozna znalezé w rozdziale 12, gdzie

dodatkowo przedstawiono zmiany jakie zachodza po wprowadzeniu do ich wnetrza

odpowiednich sktadnikéw sensora (barwnika i jonoforu). Nanoczastki PMAO zawierajagce — -

Chromofor I, czyli pochodng benzofenoksazyny, postuzyly do oznaczania st¢zenia jonéw
wodorowych, wapniowych oraz potasowych. W tym pierwszym przypadku, w sposdb
bezposredni wykorzystano zaleznos¢ wihasciwosci emisyjnych chromojonoforu od stopnia
jego protonowania. Nalezy podkresli¢, ze uzyskano w ten sposob czuta na pH optode,
dzialajaca w sposob odwracalny. Z kolei do oznaczania jonéw wapniowych zastosowano
nanoczastki, w ktérych grupy bezwodnikéw maleinowych w kopolimerze PMAO poddano
hydrolizie, uzyskujac grupy kwasowe zdolne do wigzania kationéw wapniowych. Wraz ze
wzrostem stezenia Ca®* w roztworze, zmniejszata si¢ liczba wolnych grup kwasowych, co
prowadzito w konsekwencji do deprotonowania Chromoforu I i zwiekszania intensywnosci
jego fluorescencji. Podobny ukfad zastosowano do oznaczania jonéw potasowych, wymagat
on jednak obecnosci dodatkowych skladnikéw, miedzy innymi czulej na te jony
walinomycyny. Ciekawym pomystem byto dotaczenie dodatkowego barwnika (pirenu) do
nanoczastek tworzacych sensory do oznaczania K*. Piren pehit tu role fluoroforu
referencyjnego, ktorego emisja byla niezalezna od stgzenia analitu. Przylaczenie
kowalencyjne pirenu do nanoczastek PMAO opisano w czgsci eksperymentalnej. W spisie
odczynnikéw nie znalaztam jednak stosowanych w tej syntezie reagentéw, tzn. kwasu 1-
pirenobutanowego oraz zwiazku o nazwie podanej tylko skrétem EDC.

Na szczegblng uwage zastuguje rozdzial 11, poswigcony fluorymetrycznemu

oznaczaniu wody w rozpuszczalnikach aprotycznych, a takze w oliwie i olejach spozywczych,



gdyz widoczny jest tu duzy potencjat aplikacyjny opracowanej metody. Wykorzystano w niej
4-metyloumbeliferon (4-MU), ktorego wiasciwosci emisyjne zaleza od stopnia protonowania.
Woda obecna w rozpuszczalniku dziata jako akceptor protonow przesuwajgc rownowage w
strone tworzenia formy anionowej 4-metyloumbeliferonu, wykazujacej intensywng
fluorescencje z maksimum przy ok. 450 nm. Dodatkowo obecnos¢ oktyloaminy o
odpowiednim stezeniu pozwala na oznaczanie wody z wigkszg czutoscig niz metoda Karla —
Fischera w tych samych ukfadach. Zaproponowano réwniez modyfikacje zastosowanej
procedury, wprowadzajac do uktadu dodatkowy barwnik azowy (Sudan I), ktory peinit rolg
absorbera promieniowania w procesie rezonansowego przeniesienia fadunku (RET).
Powoduje to, w niektérych przypadkach, korzystne przesunigcie batochromowe maksimum
emisyjnego pasma diagnostycznego (do ok. 540 nm). Autorka omawiajgc mozliwe
oddzialywania miedzy czasteczkami obydwu barwnikéw, uczestniczacych w procesie RET,
przedstawia wnioski (str 126), ktére majg wedtug Niej wynika¢ z przeprowadzonych

pomiar6w dyfrakcji rentgenowskiej. Niestety nie podaje konkretnych wynikéw tych

- pomiaréw, ani rodzaju zastosowanej metody, ani zadnych szczegotow dotyczacych

przygotowania probek do badan.

Ostatni rozdzial dotyczy wykorzystania wiasciwosci fluorescencyjnych nanoczgstek
poli(3-oktylotiofenu) do selektywnego oznaczania jonow potasowych w szerokim zakresie
stezeri od 10 do 10" M. Doktorantka z powodzeniem zrealizowata tu bardzo oryginalny
pomyst wykorzystania do celéow analitycznych zaleznosci widma emisyjnego polimeru
skoniugowanego od stopnia jego utleniania. Nalezy jednak pamigta¢, ze wihasciwosci
fizykochemiczne polimeru, ktére w tym przypadku odgrywaja kluczowa role, zaleza od
struktury tancucha, jego regioregularnosci, masy molowej i jej rozrzutu. Nalezatoby w czgsci
eksperymentalnej pracy zamiesci¢ peilna charakterystyke uzywanego polimeru. Podanie
jedynie dostawcy materiatu tu nie wystarcza, bo Aldrich ma obecnie w swojej ofercie trzy
rézne zwigzki, z czego dwa o regioregularnej strukturze, a w przysziosci liczba 1 rodzaj
oferowanych przez te firm¢ produktow moze ulec zmianie. W interpretacji widm
absorpcyjnych i emisyjnych zarejestrowanych dla nanoczastek poli(3-oktylotiofenu) (Rys.
114) Doktorantka powotuje si¢ na prace z 2007 roku (odnosnik [31]). Wiasciwosci optyczne
poalkilotiofenéw byty badane szczegétowo, co najmniej 10 lat wczesniej, na poczatku i w
potowie lat dziewigédziesiatych. Wiadomo, ze zmiany zachodzgce pod wptywem utleniania
politiofenéw i ich pochodnych dotycza nie tylko widm fluorescencyjnych, lecz takze
absorpcyjnych, zaréwno rejestrowanych dla roztworéw tych polimeréw jak i cienkich warstw.

To zagadnienie oméwione zostato zreszta przez Autorke w czesci literaturowej i zilustrowane



rysunkiem 14 A. Interesujace, czy réwniez dla politiofenu majacego posta¢ nanoczastek
zauwazy¢ mozna analogiczne (do pokazanych na Rys. 14A) zmiany w widmie absorpcyjnym
pod wplywem zwigkszenia stopnia utlenienia. Czy rejestrowano widma absorpcyjne
nanoczastek w zakresie dtugosci fali wigkszej niz pokazano na rys. 114, tzn powyzej 700 nm,
gdzie mozna spodziewac si¢ pasm absorpcyjnych zwiazanych z obecnos$cia kationorodnikéw
i/lub dikationéw? Opis eksperymentalny dotyczacy przygotowania roztworéw do pomiaréw
fluorescencji w obecnosci jondw potasu o rdéznym stgzeniu jest dos¢ lakoniczny. Jakie byto
kryterium doboru skladu roztworu, tzn. zawartosci nanoczastek poli(3-oktylotiofenu) w
badanych analitach i czy probowano ja optymalizowal, pod wzgledem intensywnosci czy
liniowosci odpowiedzi spektralnej? Ponadto, réwnanie 33 dotyczace mechanizmu
formowania sygnatu analitycznego nie jest catkiem jasne. Skad biorg si¢ dodatkowe elektrony
(ze") po lewej stronie réwnania, inaczej mowiac, jaki czynnik pelni tu rolg reduktora?

Podsumowujac, Doktorantka zaprojektowala i opracowata preparatyke catego szeregu
bardzo réznorodnych uktadéw sensorowych i przeprowadzita bardzo staranne, systematyczne
badania ich dzialania. Nalezy podkresli¢, ze nie ograniczyla si¢ jedynie do testowania ich
uzytecznosci analityczne] lecz takze starala si¢ wyjasni¢ zachodzace w nich zjawiska
zwigzane z selektywnym oddzialywaniem z analitem, a tym samym w sposob przemyslany
okresli¢ ich mechanizm.

Nalezy tez podkresli¢, ze duza czgs¢ wynikdw uzyskanych przez Doktorantke w
ramach wykonywania pracy doktorskiej zostala juz opublikowana w czterech artykutach
zamieszczonych w bardzo dobrych czasopismach naukowych takich jak Analyst, Analytical
Chemistry czy Talanta. Dodatkowo jest ona wspotautorka trzech innych publikacji z podobnej
tematyki, co, biorac pod uwage jej stosunkowo krotki okres aktywnosci badawczej, sktada si¢
na bardzo powazny dorobek naukowy.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska w moim najglebszym
przekonaniu spelnia wszystkie wymagania wynikajace z Ustawy o Stopniach i Tytule
Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki i w zwiazku z powyzszym
wnosze o dopuszczenie pani mgr Katarzyny Klucinskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Biorac pod uwage szeroki zakres pracy doktorskiej, rzetelne i systematyczne jej
wykonanie, dojrzaly sposéb interpretacji wynikéw oraz ich opublikowanie w prestizowych
czasopismach z dziedziny chemii analitycznej, wnioskuje o jej wyroznienie.

Matgorzata Zagorska



